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研究成果の概要（和文）：シナプス形成に関与する蛋白質の異常により学習障害、痴呆や自閉症の精神症状発現が引き
起こされることが近年知られるようになってきた。しかしながら、シナプス形成の分子機構の解明自体はいまだ十分で
はない。我々は、細胞骨格関連因子であるLL5βがLL5βのノックダウン系およびLL5βノックアウトマウスでスパイン
成熟に関わることを見出した。さらに、シナプス後肥厚部(PSD)の構成蛋白であるPSD-95の移動やAMPA型グルタミン酸
受容体分子のエンドサイトーシスに関わり長期抑圧(LTD)を制御することを明らかとした。そのことからLL5βがスパイ
ン成熟および可塑性にに重要な役割を果たしていることを見い出した。

研究成果の概要（英文）：Synapse function and plasticity depend on the morphology of dendritic spine. Here,
 we report that Phldb2 (pleckstrin homology-like domain, family B, member 2, LL5beta), one binding partner
 for a well-known actin-cross-linking protein Filamin A, works as a positive regulator of spine maturation
. We generated LL5beta knockout mice and found that a proportion of immature spines (filopodia and thin sp
ines) increased in the hippocampus in vivo, which is consistent with our previous observations with LL5bet
a knocked-down cultured hippocampal neurons. Next, we asked whether or not LL5beta is involved in synaptic
 plasticity. We observed that NMDA-induced AMPA receptor endocytosis and low-frequency stimulation-induced
 long-term depression were blocked in hippocampal neurons of the LL5beta knockout mice. Therefore, it is l
ikely that LL5beta plays an important role for the synaptic plasticity and the maturation of dendritic spi
nes.
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系において、シナプスの約９０％
は興奮性シナプスであり、樹状突起から１ミ
クロン程度の長さのびるスパインの存在が大
きな特徴である。 
後シナプスに特徴的なスパインは、一般的
に樹状突起フィロポディアがその形態を変化
させ、形成されると考えられている。樹状突
起フィロポディアはスパイン前駆体として、
発達期の脳の神経細胞に多く存在する。樹状
突起フィロポディアは細長く、運動性に富み、
未熟なシナプスを作り、その後、成熟したス
パインの形態をとる。このスパイン形態変化
の分子機構を明らかにすることは、脳機能の
発達・成熟を分子レベルで解き明かすため
には大変重要である。 
ごく最近、リン脂質の一種であるフォスフ
ァチジルイノシトール（3,4,5）3リン酸（PIP3）
がスパインの形成に重要であり、後シナプス
膜に局在する AMPA 型グルタミン酸受容体
（AMPA-R）発現維持に働くことが報告された
（Arendt KL et al., Nature Neurosci. 13: 36; 
2010）。我々は、従来から取り組んできた大脳
皮質形成に関する研究の過程で、PIP3と特異
的に結合する PH (pleckstrin homology) domain
を持つ LL5βに着目してきた。そして、LL5β
が、細胞膜の PIP3に応じて、細胞内局在を変
化させること、さらに、LL5βはフィラミン A
に結合し、フィラミン A もこの分子の細胞内
局在変化に応じて、その局在を変化させるこ
とを最近報告した。 (Takabayashi, T et al., 
J .Biol.Chem. 13: 36; 2010)。この結果は、LL5
βがアクチン線維の動態制御に重要であるこ
とを示唆するが、同時にアクチン線維の動態
はスパイン形成にとり本質的であるとも報告
されている。そこで、我々は LL5βがスパイ
ン形成にも重要な役割を担う可能性を検討す
ることとした。 
 
２．研究の目的 
シナプス形成に関与する蛋白質の異常により
学習障害、痴呆や自閉症の精神症状発現が引
き起こされることが近年知られるようになっ
てきた。しかしながら、シナプス形成の分子
機構の解明自体はいまだ十分ではない。我々
は、最近新たに PIP3および細胞骨格関連因子
である LL5βが、シナプス形成さらにはシナ
プス可塑性である長期増強(LTP)や長期抑圧
(LTD)などの学習機構に関わることを見出し
た。そこで、LL5βが関与するシナプス後肥厚
部(PSD)の分子複合体の形成の仕組みとその
機能を解析し、シナプス形成から成熟に至る

分子過程を解き明かし、海馬における学習・
記憶などの脳高次機能に関与する新たな分子
メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）LL5βがスパイン成熟に対して役割を検
討した。シナプス成熟過程では、未成熟なフ
ィロポディアやthin型スパインが形成され、
その後、成熟に伴い形態がstubby型や 
mushroom型のスパインとなることが知られて
いる。LL5βのノックダウン系およびLL5βノ
ックアウトマウス（KOマウス）を用いて、ス
パインの形態変化を検討した。 
 

（２）LL5βを介し、シナプス後肥厚部(PSD) 
に存在するPSD-95の移動変化を検討した。
LL5βがPSD-95に結合することを見出したが、
光により活性化するphotoactivatable GFP 
(PAGFP)とPSD-95の融合タンパクを作成し、
PSD-95-PAGFPに光をあて、光活性化した
PSD-95の動態を検討した。PAGFPは、紫外光照
射により蛍光波長が紫外線領域から可視領域
へとシフトする特長を有しており、光活性化
された分子の蛍光情報だけを抽出することが
できる。 
 
（３）LTD におけるLL5βの役割を、スパイン
膜上のAMPA-R の局在変化を検討した。野生型
およびLL5βKOマウスの培養海馬神経細胞に
HA-AMPA-R 発現ベクターを導入し、樹状突起
およびスパイン膜表面上におけるAMPA-Rの発
現量の変化を検討した。AMPA-R発現量はHAを
免染し、定量化した。具体的には、まず、
Triton-Xを加えずに膜表面へのHA-AMPA-R発
現量を染色し、その後Triton-Xを加え、
HA-AMPA-Rの総発現量を染色した。さらに、
NMDAにより化学的LTD誘導後、樹状突起および
スパイン膜表面上におけるAMPA-Rの発現量の
変化を検討した。 
 
（４）電気生理学的な LTD の解析を行った。 
生後３週令野生型および LL5βKO マウスの培
養脳海馬切片の CA1 領域に低頻度反復刺激に
よる LTD の変化を検討した。 
 
４．研究成果 
（１） 海馬は脳の記憶や空間学習能力に関わ
る脳の器官であるが、LL5βが海馬のスパイン
に強く発現することを認めた。 
 
（２） LL5βノックアウトマウスを作製した。LL5
βexon 2 を Creリコンビナーゼ標的配列 loxP



で挟むターゲティングベクターを構築し、こ
のような遺伝子座を持つ flox マウスを作製
した。その後、この flox マウスを tnapCre 発
現マウスとかけ合せることで、LL5βの exon 2
の欠損マウスを得た。LL5βの発現が大脳皮質
および海馬にて欠損していることを Western 
blot 法により確認した。その他、腎臓、肺、
肝臓などの臓器に対しても LL5βKO マウスで
は LL5βの発現の欠損を確認した。 

（３） LL5βがスパイン成熟に重要な役割を果
たしていることを見出した。シナプス成熟過程で
はフィロポディア、thin 型、stubby 型や 
mushroom型となることが知られている。Golgi
染色法により、生後 2 週齢マウスの脳切片を
用いて、CA1 錐体細胞のスパイン形態変化を
検討した。LL5βKO マウスではフィロポディ
ア型や thin 型の未成熟型スパインを多数認
めた。この結果は in vitro 系にて報告されて
いる LL5βをノックダウンした海馬神経細胞
のスパインでは、フィロポディアもしくは
thin型の未成熟型スパインを増加した結果と
一致したことから、LL5βは in vivo 系にても
スパイン成熟に重要な役割を果たすと証明さ
れた。  

（４） LL5βは PSD に存在する足場蛋白質で
あるPSD-95の移動を制御していることを見い出
した。PSD-95-PAGFP 発現 vector を導入した神
経細胞にて、Photoactivation 法により
PSD-95-PAGFP の移動速度を検討した。光を照
射し、PSD-95-PAGFP を発光させたところ、LL5
βと共発現したスパインでは PSD-95 の移動
が、LL5βがない場合に比較し速いことを観察
した。このことから、LL5βは PSD-95 の移動
を制御していることと想定された。 
 
（５） LL5βが AMPA-R の輸送を制御すること
を見出した。培養海馬神経細胞に HA tag をつ
けた AMPA-R を発現するベクターを導入し、化
学的 LTD 誘導後、樹状突起およびスパイン膜
表面上における AMPA-R の発現量の変化を検
討した。野生型神経細胞では化学的 LTD 誘導
後、樹状突起およびスパイン膜表面に局在す
る AMPA-R 量が減少し、細胞内に移動したこと
を観察した。一方、LL5βKO マウスでは LTD
誘導後、樹状突起およびスパイン膜表面に局
在する AMPA-R 量の変化が観察されなかった。
このことより、AMPA-R のエンドサイトーシス
阻害がされたと考えられた。以上のことから、
LL5βは AMPA-R の輸送を制御すると想定され
た。 

（６）LL5βは LTD を制御することを見い出し
た。電気生理学的なLTDの解析によりLL5βKO
マウスでは LTD を起こしにくいことから LL5
βがシナプス可塑性に重要な役割を果たして
いることを見い出した。 
 
以上のことより LL5βはスパインの成熟およ
び可塑性に関わり、なかでもシナプス後肥厚
部の分子複合体を制御することで海馬学習の
分子メカニズムの重要な一翼を担うと想定さ
れた 
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